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Izvletek: Rudnik Zirovski vrh se nahaja v Poljanski dolini v vasi Todraz ob potokih
Todras¢ica in Brebovigica. Naloga Rudnika Zirovski vrh je sedaj le 3e vzdrzevanje
saniranih objektov in nadzor nad vplivi na okolje. Z namenom spremljanja vplivov urana
na okolje smo uporabili metodo bioindikacije, tj. spremljanje sprememb v Zivem
organizmu. Kot bioindikatorski organizem smo uporabili Salotko (Allium cepa L. in
izvedli bioloski test, in sicer Allium test. Za analizo mitotskega indeksa in kromosomskih
aberacij ¢ebulic Salotke smo uporabili obliko standardnega Allium testa po Fiskesjo (1985).
Allium test poteka v dveh fazah. Prva faza temelji na opazovanju dolZine korenin ¢ebulic
Salotke in dolocanju mitotskega indeksa, kar nam poda rezultate toksi¢nosti. Druga faza pa
podaja raven genotoksi¢nosti, kjer se v celicah koreninic Salotke ugotavlja poSkodbe
kromosomov. Za ugotavljanje vpliva genotoksi¢nosti smo dolocili aberacijski indeks.
Salotko smo izpostavili vzorcem izcednih vod iz Sestih lokacij iz odlagaliica
hidrometalurske jalovine Borst. Rac¢unali smo dolzinski prirast koreninic, mitotski indeks
in aberacijski indeks. Opazovali smo naslednje kromosomske aberacije: mosticke,
fragmente, zaostale kromosome, izgubljene kromosome, C—mitoze, zlepljenja. Z analizo
metafaz in anafaz smo ugotovili, da so v vzorcih z vi§jimi koncentracijami urana pogoste
naslednje aberacije: zlepljenja, C—mitoze ter izgubljeni kromosomi. Ugotovili smo, da na
kromosomske aberacije vpliva Ze zelo majhna koncentracija urana v izcednih vodah, nato
se vpliv z ve¢anjem koncentracije bistveno ne spreminja vec.
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Abstract: The Zirovski vrh Mine, is located in the Poljane valley. Specifically, by the
Todras¢ica and Brebovicica streams in a village called Todraz. Nowadays, the Zirovski
vrh Mine maintains the restored objects and controls the possible influence on the
environment. The changes in a bioindicator organisms caused by the exposure to uranium
were monitored and measured.. A biological test, namely the Allium test was carried out
using a shallot (Allium cepa L.) as a biological indicators. For the analysis of the mitotic
index and chromosomal aberrations of the shallot bulb the modified form of the standard
Allium test described in Fiskesj6 (1985) was used. The Allium test was conducted in two
phases. The first phase based on the observation of the shallot bulb root length and the
determination of the mitotic index, which provides the toxicity results. Within the second
phase, the chromosomal aberrations in the shallot root cells was observed and the level of
mutagenicity was determined. In order to determine the effects of mutagenicity an
aberration index was estimated. The shallot was exposed to leachate samples taken from
six different locations at the Borst mill tailing dumping ground. The lengthening of the
roots, mitotic index and aberration index were measured and calculated. The following
chromosomal aberrations were observed: chromosome bridges and fragments, vagrant
chromosomes, c-mitoses, and stickiness. With the metaphases and anaphases analyse and
we connection between higher concentration of uranium and the following aberrations are
common: stickiness, c-mitoses, and vagrant chromosomes. It was ascertained that even a
very small concentration of uranium in leachate affects the chromosomal aberrations but
the mutagenic effect does not significantly increase with the higher concentration.
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1 uvoD

Rudnik Zirovski vrh, neko¢ Rudnik urana Zirovski vrh (v nadaljevanju RZV), se nahaja v
Poljanski dolini v vasi Todraz ob potokih Todras¢ica in Brebovs¢ica. Po koncu
obratovanja rudnika so leta 1992 zaceli s sanacijo rudniskih objektov in uporabljenih
povrSin z namenom ponovne vzpostavitve obmoc¢ja v prvotno stanje. Sedanja naloga
Rudnika Zirovski vrh je vzdrZevanje saniranih objektov in nadzor nad vplivi na okolje.

Med obratovanjem Rudnika urana Zirovski vrh so z odkopavanjem uranove rude in
proizvodnjo uranovega koncentrata — rumene pogace pridobili 452 ton uranovega oksida v
obliki rumene pogace iz izkopanih 610.000 ton rude (Petkovsek in sod., 2008).

Radioaktivnost in onesnazenost s toksi¢nimi kovinami se v okolje §iri oziroma se je Sirila
preko izcednih ter meteornih vod iz odlagalis¢a rudarske jalovine Jazbec in odlagalis¢a
hidrometalursSke jalovine Borst ter preko iztoka jamske vode. Po zra¢ni poti pa se je Sirila
iz ventilatorskih postaj in z odnaSanjem prasnih delcev zaradi urejevalnih in vzdrZevalnih
del. Jamske in izcedne vode rudarske jalovine Jazbec in odlagaliS§¢a hidrometalurske
jalovine Borst imata praviloma povecane vrednosti urana ter potomcev njegove razpadne
vrste (Petkovsek in sod., 2008).

Ker se radioaktivnost in onesnazenost z uranom Siri tudi preko iztoka jamskih vod, smo za
raziskavo uporabili vzorce izcednih vod odlagalis¢a hidrometalurske jalovine Borst.

Z namenom ugotavljanja vplivov urana na okolje smo merili ter spremljali spremembe v
Zivem organizmu — bioindikatorju. Kot bioindikatorski organizem smo uporabili Salotko
(Allium cepa L.), na kateri smo izvedli biolo3ki test, in sicer standardni Allium test po
Fiskesjo (1985).
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1.1 Vpliv Rudnika Zirovski vrh na okolje

Javno podjetje za zapiranje rudnika urana, d.0.0., nadzira standardne prenosne poti Sirjenja
radioaktivnosti iz obmodja RZV na okolje (Rojc, 2007):
e ZraCna prenosna pot: emisije obeh odlagaliS¢ in vpliv na njuno neposredno okolje,
obcasno aerosoli na odlagaliscih Jazbec in Borst.
e Vodna prenosna pot: iztok jamske vode, izcedne in meteorne vode iz odlagalis¢
Jazbec in Borst, kontrolno pa Se iz sanirane povrSine nekdanjega zaCasnega
odlagalisc¢a P-9.

e Zunanje (gama) sevanje: ob odlagalis¢ih Jazbec in Borst.

1.1.1 Zracna prenosna pot

Rudniski objekti k izpostavljenosti sevanju najve¢ prispevajo po zra¢ni prenosni poti, in
sicer z ?Rn in njegovimi kratkoZivimi potomci, medtem ko je prispevek dolgoZivih
potomcev urana v aerosolih zelo majhen. Pomembni viri emisij radona v RZV so bili
odlagalis¢e rudniske jalovine Jazbec, propust pod odlagalis¢em Jazbec v Casu izvajanja del
in odlagalis¢e hidrometalurske jalovine Borst. Na prispevek radona iz rudniskih virov v
okolje pomembno vplivajo meteoroloske razmere, posebno gibanje zraka (Rojc, 2010).

1.1.2 Tekote emisije RZV

Tekoci izpusti iz rudniskih objektov so vezani na iztok jamske vode in iztok izcednih voda
odlagalisca Jazbec, ki se izlivata v potok Brebovs¢ica ter na tri iztoke izcednih voda
odlagalis¢a Borst, ki se izlivajo v potok Todras¢ico. V uporabi je 8 vzorcevalno-merilnih
mest. Vzorcevalno-merilna mesta so namenjena meritvi pretoka izcednih vod odlagaliS¢,
meteornih vod s povrSine odlagalis¢a in zalednih tekocih vod.

Do kon¢ne ureditve odlagaliS¢a so izcedne vode iz merilnega mesta SDIJ (skupna drenaza
izpod jalovine) na spodnjem robu odlagalis¢a odtekale v merilno mesto vzhodni Borst
potok in od tu dalje v potok Brebovs¢ico (Rojc, 2010).

1.1.3 Podtalnica

Monitoring podtalnice se izvaja na obeh odlagalis¢ih, v njuni neposredni okolici in v dolini
potokov Todras¢ica in Brebovscica. Monitoring izvajajo sezonsko. Monitoring vkljucuje
meritve viSine podtalnice, njene kemic¢ne sestave in radioaktivnosti. Izmerjene vrednosti
triuranov oktaoksida (U3Og) in kemic¢nih parametrov so v zadnjih letih enake izmerjenimi
vrednostmi preteklih let (Rojc, 2010).
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Maksimalne vrednosti U3Og so v notranjosti (telesu) odlagalis¢a Borst, v notranjosti
(telesu) odlagalis¢éa Jazbec in v dolini potoka Brebovs¢ica v Todrazu.

Maksimalne koncentracije v notranjosti (telesu) obeh odlagalis¢ so po vgradnji prekrivke
nekoliko vecje kot so bile pred tem, saj je s tem zmanjSan dotok ¢iste meteorne in tudi
zaledne vode v odlagalis¢i, zaradi Cesar je zmanjSana moznost red¢enja koncentracij
posameznih parametrov v podtalnici odlagalis¢. V odvzetih vzorcih se v sklopu
monitoringa dolocajo razli¢ni kemijski parametri, in sicer: 238U, kloridi, sulfati, itd. (Rojc,
2010).

1.2 Uran in potomci njegove razpadne vrste

Leta 1789 je Martin Heinrich Klaproth odkril uran. Uran je mehka kovina srebrno bele
barve. Je naravni radioaktiven element in ga uvr§¢amo v druzino aktinidov (Periodni
sistem, 2014).

28 kot zadetnik uranove razpadne vrste je poleg sevalca tudi toksi¢na kovina in ima
dvojen genotoksi¢en vpliv zaradi njegovih radioaktivnih in kemic¢nih lastnosti (Morais
Leme in Marin-Morales, 2009).

Uran je v naravi prisoten kot radioaktiven element, ki ga lahko v manjsih koli¢inah
najdemo v kamninah in tleh, manj ga najdemo v vodah, v rastlinskih in Zivalskih tkivih ter
v telesu Cloveka.

Naravni uran sestavljajo trije izotopi, in sicer uran 22U (99,27 %), 2°U (0,72 %) in %‘U
(0,0055 %). Razpadna vrsta *®U vsebuje 14 razli¢nih radionuklidov, ki sevaje, B in y
7arke. Konéna, stabilna oblika, je izotop ®®Pb. Vsi potomci so v trdni obliki, z izjemo
radona %?Rn, ki je radioaktiven plin. Od potomcev uranove razpadne vrste je pomemben
22%Ra, ki je predhodnik ???Rn (plin), slednji pa razpade na 4 kratkoZive potomce, ki imajo
zelo kratek razpolovni Cas, in sicer od 0,164 ms do 27 minut. Razpolovni Cas 28y je 4,5
milijarde let, razpolovni as *’Rn pa je samo 3,8 dni.
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1.3 Sevanje radioaktivnih snovi

Radioaktivno sevanje nastane pri razpadu nestabilnih atomskih jeder ali po vrnitvi jeder iz
vzbujenega stanja v osnovno stanje. Radioaktivno sevanje imenujemo tudi ionizirajoce
sevanje zato, ker v snovi skozi katero prodira, povzro¢i ionizacijo (Stritar in Istenic, 1997).

Poznamo tri vrste radioaktivnega sevanja in sicer alfa (a), beta (B), in gama (y). Sevalci
alfa so radioaktivna jedra, ki pri razpadu oddajajo delce alfa — jedra helija-4. To sta dva
protona in dva nevtrona (Stritar in Isteni¢, 1997).

Sevanje alfa ni zelo prodorno in ga ustavi ze tanka plast snovi (npr. list papirja). Nevarno
je le, ¢e je vir sevanja alfa znotraj organizma. Sevalci beta so radioaktivna jedra, ki pri
razpadu oddajajo delce beta (elektrone). En nevtron se spremeni v proton tako, da odda
elektron. Sevanje beta ima v zraku doseg nekaj metrov. Ustavi ga nekaj milimetrov debela
plast trdne snovi (Stritar in Isteni¢, 1997).

Sevalci gama so radioaktivna jedra, ki pri prehodu iz vzbujenega v osnovno stanje izsevajo
kratkovalovno elektromagnetno valovanje — izsevajo foton. Sevanje gama je zelo

prodorno, ustavi ga vsaj pet centimetrska plast svinca ali ve¢ deset centimetrov debela plast
betona (RZV, 2005).

Radioaktivno sevanje lahko pri prehodu skozi snov neposredno poskoduje dedne
informacije v celicnem jedru (DNK). U¢inki sevanja so lahko somatski (na obsevani osebi)
in genetski (na potomcih obsevane osebe) (Stritar in Isteni¢, 1997).

1.4 Biomonitoring in citogenetska bioindikacija

Bioindikatorski organizmi so organizmi, ki jih uporabljamo za oceno stanja doloCenega
ekosistema. Po navadi je to skupina organizmov, katerih Stevilénost in fiziolosko stanje
odraza spremembo okolja v katerem se nahajajo. Zaradi obcutljivosti bioindikatorskih
organizmov na spremembe v okolju se jih uporablja tudi kot indikatorje stopnje toksi¢nosti
(Blasco in Pico, 2009).

Biomonitoring uporabljamo kot orodje za oceno izpostavljenosti onesnazevalom v
ekosistemih. Podatki, ki jih pridobimo 2z biomonitoringom, odrazajo celotno
izpostavljenost doloceni kemikaliji. Z zbiranjem bioloskih vzorcev v dolo¢enem ¢asovnem
obdobju pridobimo podatke o spremembah in trendih izpostavljenosti (Bickham in sod.,
2000).
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Za uspeSen biomonitoring je poleg kemijskih analiz vse pomembnejSa bioloSka analiza
toksi¢nosti in genotoksicnosti. Za natanc¢nejSo interpretacijo rezultatov vplivov kemikalij
na zive organizme se je zacel razvoj bioloskih testov in biomonitoringa. Z izbiro
bioindikatorskega organizma in ustreznega testa lahko opazujemo vpliv onesnaZil na
organizme z vidika genotoksi¢nosti, citotoski¢nosti in mutagenosti (Wolska in sod., 2007).

Za zgodnje odkrivanje posledic izpostavljenosti onesnaZzevalom na celiéni ravni se
uporablja metoda citogenetske bioindikacije; z njo skuSajo na osnovi ugotovljene stopnje
poskodovanosti genetskega materiala dolociti stopnjo ogroZenosti zaradi prisotnosti
citotoksi¢nih in/ali genotoksi¢nih snovi v okolju (Blasco in Pico, 2009; Wolska in sod.,
2007).

Med najpomembnejSe in najbolj proucene dejavnike okoljskega stresa, katerih prisotnost in
intenziteto lahko ugotavljajo z metodo citogenetske bioindikacije, spadajo razli¢ni viri
ionizirajocega sevanja. Izpostavljenost ionizirajoCemu sevanju povzro¢a nastanek
mutagenih in genotoksi¢nih u¢inkov (Blasco in Pico, 2009; Wolska in sod., 2007).

Genotoksi¢nost nakazuje na vpliv kemicnih in fizikalnih dejavnikov v procesu prenosa
dednih lastnosti in je le eden od moznih Skodljivih ucinkov, ki povzro€ajo spremembo
DNK, mutacije in poSkodbe DNK. Genotoksi¢en vpliv ocenjujemo na podlagi mutacij
genov, strukturnih sprememb kromosomov in Stevilskih sprememb kromosomov (Kirkland
in sod., 2005).

Z ugotavljanjem citotoksi¢nosti, ugotavljamo strupenost onesnazila za celice, kar se
obi¢ajno odraza v zmanjSanju mitotskega indeksa in prirasta korenin. Mutagenost se
odraza v spremembi gena ali skupine genov, spremembi strukture kromosoma ali Stevila
kromosomov (Morais Leme in Marin-Morales, 2009).

Bioloski testi so lazji za izvedbo, cenejsi, mogoce je delo z ve¢jim Stevilom vzorcev hkrati,
mozZna je ponovitev testa (Wolska in sod., 2007). Z bioloskimi testi nam je omogoceno npr.
izvajanje biomonitoringa v ekosistemih, hkrati pa lahko uporabimo kemijske analize ter
teste, s katerimi lahko analiziramo vpliv nekega onesnaZila na dolo¢en ekosistem. Med
bioloSke teste spada tudi Allium test, s katerim se ugotavlja toksi¢nost in genotoksi¢nost v
ekosistemih (Blasco in Pico, 2009).
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1.5Allium test

Pri izvedbi Allium testa se uporablja testno rastlino iz rodu Allium in sicer Salotko (Allium
cepa), ki ima diploidno Stevilo kromosomov (2n = 16) in razvije ve¢ genetsko identi¢nih

¢ebulic oziroma klonov, hkrati pa so kromosomi lepo vidni in primerni za opazovanje
kromosomskih okvar (Firbas, 2011).

Allium test razkriva vpliv na rast in razvoj celic in organizmov. Z njim lahko zaznavamo
prisotnost Skodljivih snovi v koncentracijah, ki so nizje od mejnih sposobnosti analitskih
metod. Z Allium testom ugotavljamo splosno toksi¢nost in raven genotoksi¢nosti v vodnih,
kopenskih in zra¢nih ekosistemih, kjer dokazujemo potencialne genotoksi¢ne snovi. Test je
kratkotrajen in nam pokaze vpliv ter medsebojno delovanje med testno rastlino in
potencialnimi genotoksiki (Firbas, 2011).

Test poteka v dveh fazah. Prva faza temelji na opazovanju dolZine korenin ¢ebulic Salotke,
kar nam poda rezultate toksi¢nosti. DaljSe so koreninice Salotke, manjS$a je toksi¢nost in
obratno, krajSe so koreninice Salotke vec¢ja je toksi¢nost. Druga faza pa podaja raven
genotoksi¢nosti, kjer se v celicah koreninic Salotke ugotavlja aberacije kromosomov
(Firbas, 2011)

Allium test je bil uporabljen, z namenom detekcije raznolikosti okoljskih onesnaZzil in v
veéini primerov Se je test izkazal za uspeSnega. Onesnazila, na katerih se lahko izvaja
Allium test so kovine (npr. baker, zivo srebro, kadmij, aluminij, mangan, cink), pesticidi,
radioaktivni elementi (celzij, stroncij), industrijske odpadne vode, itd. (Morais Leme in
Marin-Morales, 2009).

Na obmo¢ju Cernobilske nesreée so prvi¢ uporabili Allium test z namenom, da bi ugotovili
genotoksi¢nost in citotoksicnost zaradi radioaktivnosti v onesnazeni prsti. Za to so se
odlodili, ker je bilo predhodno z razli¢nimi Studijami dokazano, da radioaktivno sevanje
povecuje pojavljanje kromosomskih aberacij v celicah, ter da vpliva radioaktivno sevanje
tudi na rast in razvoj koreninic (Kovalchuk in sod., 1998).

Allium test je bil uporabljen za ugotavljanje raznolikosti okoljskih onesnazil. Morais Leme
in Marin-Morales sta naredili pregled vseh dosedanjih objavljenih raziskav ter naredili
razvrstitev vseh onesnazil v preglednico, s katere je jasno razvidno za katera onesnazila je
Allium test dobra metoda za ugotavljanje genotoksi¢nosti, citotoksi¢nosti ter mutagenosti.
Na podlagi dobljenih podatkov Se predlagata, da se v nadaljnje kot merilo upoSteva
aberacijski indeks za ugotavljanje vpliva radioaktivnih snovi (Morais Leme in Marin-
Morales, 2009).
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Za namene okoljskega monitoringa sta preglednico Se podrobneje razclenili Khanna in
Sharma (2013), ki sta natancneje razvrstili vsa onesnaZila, ki vplivajo na Stevilénost ter

vrsto kromosomskih aberacij; tako sta natan¢no opisali katere vrste aberacij so znacilne

oziroma specificne za dolo¢eno onesnazilo.

Preglednica 1: Onesnazila, Ki vplivajo na $tevilénost in vrsto kromosomskih aberacij in opis vrst aberacij ki
so znacine za dolo¢eno onesnazilo (Khanna in Sharma, 2013).

S.No Agent/sstudied  Nature Type of aberrations

1. Hospital effluents Chemical chromosomal disruptions, anaphasic bridge/s
mixture of and micronuclei
pollutants

2. Coal fly ash Mixture of root growth and mitotic indices inhibition;

chemicals binucleated cells formation.

3. Industrial Wastewater mitotic division reduction; mitotic anomalies

wastewater

4, Lead Heavy metal  decrease root growth and mitotic index;
Induce chromosome bridge/s, laggard
chromosome/s and
micronuclei.

5. Nano-silver Anti-bacterial mitotic  index  decrease, c-metaphase,
stickiness, bridge/s, laggard/s and
micronuclei

6. Magnesium Fertilizers cytostatic and clastogenic properties [

sulphate

7. Industrial Mutagenic mitotic index reduce; bridge/s, laggard/s, c-

effluents chemicals metaphase, binucleated cells; loss of
contaminated chromosomes

with

azo dyes

8. Maleic hydrazide Herbicide chromosomal aberrations like bridge/s,
laggard/s etc.

9. Petroleum Complex nuclear bud, micronuclei, mini cells,

hydrocarbon chemical polynucleated cells, chromosomal bridge/s, c-
mixture metaphase and break/s

10. Extracts of Herbal chromosomal aberrations, inhibition of cell

Psychotria (P. medicine division was more in P. leiocarpa than P.

myriantha and P.

leiocarpa)

myriantha
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11. Quizalofop-P- Herbicide stickiness, bridge/s, vagrant/s, canaphase,
ethyl multipolarity, micronuclei
12. Cadmium Metal inhibition of mitotic index; CA, MA and
micronucleus
13. Maleic hydrazide Metal mutagenic events reduce and induce
translocation of chromosomes
14. Atrezine Herbicide inhibit mitotic index; micronucleus,
chromosomes and mitotic aberrations
15. Aluminium Metal oxidative stress, damage DNA and cell death
16. Aqueous extracts  Medicinal mitotic spindle disturbance, inhibitory,
of Azadirachta plants mitodepressive, turbagenic and inhibition of
indica, Morinda e e
lucida,
Cymbopogon
citratus,
Mangifera indica
and Carica
papaya
17. Curcumin Antimutagen ~ chromosome break/s, gap/s and fragment/s
18. Potassium Food mitotic index reduce; break/s, gap/s
metabisulp-hite ~ Preservative
19. Sodium benzoate, Food mitotic division reduce, anaphase bridge/s, c-
boric acid, citric Preservative  mitosis, micronuclei, break/s, lagging,
acid,  potassium stickiness, and unequal distribution
citrate and
sodium
citrate
20. Plantago Medicinal decrease mitotic index; induce breaks,
lanceolata plant bridges, stickiness
21. Vanadium Metal chromosomal aberrations
22. Avenoxan Herbicide abnormal cell increased, stickiness, bridge/s,
laggard/s
23. Acetaminophen Analgesic roots did not grow at high concentration,
mitotic index declined
24. Fumonisins Toxic genetic damage occurs, chromosomal
aberrations, sister chromatid exchanged
25. Lechates from Heavy metal mitotic index inhibition, chromosomal

solid waste

contamination

aberrations and micronuclei
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26. Heavy metal Heavy metal decreased cell reproduction; bridge/s,
contaminated decreased fragment/s, laggard/s, cmitosis, micronuclei
river
water
217. Dinocap Fungicides stickiness, c-mitosis, laggard/s, multipolarity,
micronuclei, polyploidy fragment/s
28. Air pollution Cytotoxic mitotic cell division decreased, genotoxic
substance substance found
29. Diuron Urea break/s, micronucleated and binucleated cells;
contaminated soil  herbicide mitotic index declined
30.  Atrazine Pesticide break/s
31. BDE-99 Flame chromosomal aberrations
retardant
32. Industrial Industrial mitotic division inhibition, chromosome
wastewater from  Wastewater ring/s, fragment/s, bridge/s, disturbed
Shawa, Meet El, metaphase
Akrad, Telbana,
Belgay
33. Sewage water Toxic metals  growth inhibition occur, wilting appears on
root tip/s, abnormal dividing cell increased
34. Aqueous extract Antihypertens micronuclei, asynchronic divisions
of  Aristolochia Ve agents
triangularis,
Cayaponia
bonariensis,
Solanum
granulsoleprosum
35. Sodium Food mitotic index decreased, c- mitosis, stickiness
metabisulfite preservatives
36. Azadirachta Insecticide micronucleus, multinucleated cells, bridge/s,
indica stickiness, laggard/s
37. Lead Metal mitotic activity inhibition, level of DNA
synthesis declined, c-mitosis
38. Sewage and Domestic and  high number of micronuclei and anaphase
industrial industrial aberrations
offluents wastewater
from the Amritsar
39. Cypermeth-rin Insecticides mitotic index inhibition; chromosomal and

and fenvalerate

mitotic aberrations
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40. Csand Sr Radioisotopes germination rate of onions decrease;
aberrations like stickiness, vagrant
41. Waste, surface Toxic root growth inhibition; metaphase
and ground water ~ Substances and anaphase aberrations
42. Polluted water Industrial and  fragment/s, c-mitosis, stickiness
wastewater,
water from
treatment
plant
43. Alkyl benzene, Surfactants root length declined; mitotic index
sulphonate and decreased; chromosomal aberrations
citowett
44, Wastewater Mixture of inhibition of mitotic activity,
samples toxic chromosomal and genomic
substances aberrations
45, Phosphine gas Fumigative root length and viability of seeds reduced,
agent frequency of aberrated cells increase
46. Carbetamide Pesticide c-mitosis, break/s and bridge/s
47. Chlorophenoxy Herbicide c-tumors, stickiness, vagrant/s, fragment/s;
acids mitotic index decreased
48, Carboxin, Pesticide micronuclei
Oxycarboxin
49, 2,4,5-T Herbicides cell enlargement and chromosome

aberrations; duration of mitotic cycle
increased
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1.6 Celiéni cikel

Celi¢ni cikel obsega mitozo (M fazo) in interfazo. Pri rastlinskih celicah traja povpre¢no
od 20 do 30 ur, sama mitoza predstavlja krajsi del cikla, in sicerl do 2 uri. Po koncani
mitozi se lahko v celicah za¢ne nov celi¢ni cikel (embrionalna tkiva) ali pa celice preidejo
v trajno stanje (trajna tkiva). Mitozo lahko pri rastlinah najveckrat opazujemo Vv
koreninskih rastnih vrSi¢kih, saj so za opazovanje pod mikroskopom najprimernejSi. Pri
mitozi lo¢imo 4 faze, in sicer: profazo, metafazo, anafazo in telofazo (Sinkovi¢, 2008).

1.6.1 Interfaza

Interfaza poteka najdalj ¢asa, in sicer traja povpre¢no 9-krat dalj kot delitev celic ali M
faza. Interfazo delimo na tri podobdobja:

G, = prva rastna faza, v njej se vrSi priprava na sintezo DNK;

S = obdobje sinteze DNK (podvojevanje); v njej se dvojni vijacnici odvijeta in po vzorcu
matri¢éne DNK sintetizirata novi kopiji;

G, = druga rastna faza; v njej se vrsi sinteza beljakovin delitvenega vretena (Sinkovic,
2008).

1.6.2 Profaza

V zacetku profaze je kromatin v obliki tankih, dolgih odvitih niti. Proti koncu profaze se
kromatinske niti zgostijo, niti se zavijejo in krajSajo, zaradi tega so po mikroskopom dobro
vidni kromosomi. Pri¢ne se tudi vzdolZna delitev profaznih kromosomov na dve sestrski
kromatidi, ki leZita tesno druga ob drugi. Kromatidi ostaneta spojeni na mestu kromosoma,
imenovanem primarna zozitev ali centromera. Ob koncu profaze se pri¢ne tvoriti ovoj

kromosomov (Sinkovic, 2008).

1.6.3 Metafaza

V metafazi se dokoné¢no izoblikuje delitveno vreteno, tvorijo se polni mikrotubuli.
Kromosomi so v metafazi najkrajsi, najbolj zgos€eni in primerni za opazovanje in Stetje.
Metafazni kromosomi se dokonéno razdelijo v dve sestrski kromatidi, ki sta spojeni le Se v
centromeri. V idealnem primeru so kromosomi razporejeni v ekvatorialni ravnini celice.
(Sinkovi¢, 2008).
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1.6.4 Anafaza

Sestrski kromatidi se v tej fazi dokonéno loc¢ita z nitmi delitvenega vretena. Kromatidi
vlec¢e proti nasprotnima poloma celice in dedna snov se enakomerno prerazporedi na
héerinski celici. Ko sta kromatidi vsaka na svojem celicnem polu, se anafaza konca
(Sinkovi¢, 2008).

1.6.5 Telofaza

V telofazi se kromosomi despiralizirajo, odvijajo, podalj$ajo, izgubijo ovoj in preidejo v
kromatin. Dedna snov z odvijanjem preide v delovno obliko. Niti delitvenega vretena
razpadejo. Po opisanih procesih v jedru celice je telofaza nasprotna profazi (Sinkovic,
2008).

1.7 Kromosomi in kromosomske aberacije

Kromosomi so strukture v celicah, ki postanejo vidne zaradi zvijanja kromatina v mitozi.
Vse dedne informacije celotnega organizma na kromosomih predstavljajo genom. S
pomocjo metod barvanja kromosomov (npr. acetokarmin) lahko opazujemo in preuc¢ujemo
strukturo kromosomov. Prouc¢ujemo lahko morfologijo, dolo¢amo stadije delitev in Stevilo
kromosomov (Firbas, 2011).

1.7.1 Kromosomske aberacije

Kromosomske aberacije se lahko pojavijo na celotnem kromosomu ali le na kromatidi
kromosoma. Genotoksicen vpliv lahko poskoduje samo en kromosom ali ve¢ kromosomov,
lahko pa so poskodovani vsi kromosomi. Pojav kromosomskih aberacij je pogojen s
spremembami v strukturi in/ali Stevilu kromosomov. To se lahko zgodi popolnoma
spontano, lahko pa so kromosomske aberacije posledica izpostavljenosti onesnazevalom.
Na spremembo v strukturi kromosomov vpliva ve¢ razliénih dejavnikov (DNK zlomi,
inhibicija DNK sinteze). Kromosomske aberacije so vidne v fazi mitoze. Med
kromosomske aberacije, ki jih povzro¢i sprememba v Stevilu kromosomov, npr. spadata
poliploidija in aneuploidija (Morais Leme in Marin-Morales, 2009).

Ker je 28U poleg sevalca tudi tezka kovina, vpliva na pojav klastogenih kromosomskih in
aneugenih kromosomskih aberacij. Klastogene kromosomske aberacije so strukturne
aberacije, med katere spadajo mosticki in fragmenti. Pri aneugenih kromosomskih
aberacijah pa je sprememba v Stevilu kromosomov, med Kkatere spadajo zaostali
kromosomi, izgubljeni kromosomi, zlepljenja, C-mitoza, multipolarnost (Khanna in
Sharma, 2013).
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1.8 Namen in cilji

Namen zaklju¢éne naloge je bil, da s preprostim Allium testom, ki smo ga izvedli na
koreninicah ¢ebule Salotke, ugotovimo, ali koncentracija urana (U) v vzorcih izcednih vod
vpliva na prirast koreninic ter na mitotski in aberacijski indeks.

181 Cilji

e Ugotoviti v katerih vzorcih izcednih vod uran najbolj vpliva na celi¢no delitev, ter
kromosomske aberacije.
e Ugotoviti katere kromosomske aberacije so dober pokazatelj vpliva urana oziroma

ali so sploh katere kromosomske aberacije specifi¢no znacilne za uran.

1.9 Hipoteze

e Pri ve¢jih koncentracijah urana v vzorcu izcedne vode je prirast koreninic ¢ebulice
Salotke manjsi.

e Vecja kot je koncentracija urana, manjsi je mitotski indeks.

e Prisotnost urana v vzorcih izcednih vod vpliva na vecji aberacijski indeks.

e Dolocene vrste kromosomskih aberacij so dobri pokazatelji prisotnosti urana.
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2 METODE DELA

Allium test je prvi uporabil Levan, leta 1938, zaradi njegove enostavne izvedbe ga je
kasneje Fiskesjo predlagala kot standardno metodo za testiranje citotoksi¢nosti in
genotoksicnosti kemikalij ter njegovo vkljucitev kot del okoljskega monitoringa (Fiskesjo,
1985).

Fiskesjo predlaga dve obliki izvedbe standardnega Allium testa. Pri prvi izvedbi Allium
testa se Cebulice Salotke izpostavi rasti v €isti vodi, ko koreninice dosezejo dolZino 2 cm,
se Cebulice izpostavi testnim vzorcem vod. Pri drugi izvedbi Allium testa pa cebulice
Salotke takoj izpostavimo testnim vzorcem vode, s poudarkom, da se testne vzorce vode v
celoti menjava dnevno oziroma se samo dolije toliko vode, kolikor jo izhlapi (Fiskesjo,
1985).

Rank in Nielsen sta predlagala izvedbo modificiranega Allium testa, ki omogoca strokovno
Se nepodkovanim raziskovalcem lazje ter zanesljivo Stetje celic, ter lazje prepoznavanje in
lo¢evanje kromosomskih aberacij. Sam test je izveden tako, da se opazuje samo 3 vrste
aberacij v anafazi in telofazi, ki so najlazje za prepoznavanje (Rank in Nielsen, 1993).

Za analizo mitotskega indeksa in kromosomskih aberacij ¢ebulic Salotke smo uporabili
drugo obliko standardnega Allium testa po Fiskesjo (1985). Pri drugi izvedbi Allium testa
se Cebulice Salotke predhodno ne izpostavi v ¢isto vodo, ampak se jih takoj izpostavi v
testne vzorce vode, s poudarkom, da se testne vzorce vode v celoti dnevno zamenja
oziroma se dolije toliko vode, kolikor jo izhlapi (Fiskesjo, 1985).

Odlocili smo se, da bomo med izvajanjem Allium testa ¢ebulicam menjavali vodo v celoti
vsak dan. Za ugotavljanje vpliva genotoksi¢nosti smo dolocili aberacijski indeks (Morais
Leme in Marin-Morales, 2009).
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2.1  Opis obmocja

Na odlagalis¢u hidrometalurske jalovine Borst (slika 1), Ki predstavlja ostanek izluZzevanja
urana iz uranove rude, je bilo v ¢asu izgradnje odlagalisca jeseni 1984 do konca meseca
junija 1990, ko je bila trajno zaustavljena proizvodnja uranovega koncentrata v RUZV,
odloZeno 610.000 ton hidrometalurske jalovine s povpre¢no specifiéno aktivnostjo 78,2
kBg/kg. Za izgradnjo transportnih poti do odlagalis¢éa za potrebe odlaganja
hidrometalurSke jalovine je bilo odlozeno Se 111.000 t jamske jalovine s povprec¢no
specifi¢no aktivnostjo 10,2 kBg/kg (Rojc, 2010).

Specificna aktivnost odloZenega kontaminiranega materiala iz postopka dekontaminacije
povrSin in objektov zunaj odlagalis¢a Borst ni znana, saj ni bilo izvedenih ustreznih
meritev, skupni volumen le teh znasa 6.543 m®, skupna masa pa 9.450 t. Skupna masa
odloZenih kontaminiranih materialov je na odlagalis¢u 730.450 t, skupna aktivnost pa 48,8
TBq (Rojc, 2007).

Vzorci izcednih vod so bili odvzeti s strani zaposlenih v Rudniku Zirovski vrh dne
18.3.2014.

fNee

Slika 1: Odlagali¢e hidrometalurske jalovine Borst (arhiv RZV).
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2.2 lzbira in nastavitev éebulic v vzorce izcednih vod

Salotko smo izpostavili vzorcem izcednih vod iz Sestih lokacij:

1. Borst glavni potok (BPG) — slika 2, zdruZene vse vode iz tunela, zaledna drenaza
zahod (ZDZ), skupne drenaZze Borst (SDB), skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalurSke jalovine Borst (SDIJ) ter same okolice. To mesto Rudniku
Zirovski vrh sluZi kot mesto kjer izvajajo kontrolo vpliva na okolje

Slika 2: Vzoréno mesto BPG (Avtor: Eva Zun).

2. Skupna drenaza Borst (SDB) — slika 3, skupna drenaza iz celotnega odlagalis¢a
Borst

Slika 3: Vzoréno mesto SDB (Avtor: Eva Zun).

3. Skupna drenaza odlagalis¢a hidrometalurske jalovine Borst (SDIJ) —slika 4 , lezi na
dnu odlagalis¢a Borst; skupna drenaza iztoka iz jalovine

AEUALE T AARAAAAINA NN

Slika 4: Vzoréno mesto SDIJ (Avtor: Eva Zun).
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4. TUNEL - slika 5, kontrola iztoka vode iz plazu

Slika 5: Vzoréno mesto TUNEL (Avtor: Eva Zun).

5. TODRAZ - slika 6, merilno mesto v potoku Todrai¢ica

Slika 6: Vzoréno mesto TODRAZ (Avtor: Eva Zun).

6. Zaledna drenaZa zahod (ZDZ) - slika 7, vzoréno mesto, ki lezi na vrhu odlagalis¢a
Borst

Slika 7: Vzoréno mesto ZDZ (Avtor: Eva Zun).
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Cebulice Salotke Allium cepa L., smo izpostavili pitni vodi ter vzorcem izcednih vod.
Vzorcem izcednih vod smo izmerili pH vrednost. Pitna voda nam je sluZila kot kontrolni
vzorec.

Pred nastavitvijo ¢ebulic v vzorce izcednih vod, smo izbrali 42 ¢ebulic, s priblizno enako
velikostjo in razvitim koreninskim delom. Cebulicam smo olupili luskoliste, ter odstranili
suhe koreninice in jih s tem pripravili na izpostavitev.

Cebulice smo nato izpostavili vzorcem izcednih vod in kontrolnemu vzorcu, in sicer po
Sest Cebulic za vsak vzorec. Za to smo uporabili 50 ml centrifugirke, katere smo predhodno
ovili v aluminijasto folijo ter jih oznagili. Cebulice smo postavili na centrifugirke tako, da
so bile koreninice namoc¢ene v vzorcih vod (slika 8).

Vzorce s ¢ebulicami smo nato postavili v komoro, v katero smo namestili svetilko z modro
in rdeco svetlobo ter jih s treh strani obdali z aluminijasto folijo, in sicer z namenom, da
smo Salotkam zagotovili enakomerno osvetlitev. Svetlobni cikel smo nastavili na 16 ur
svetlobe in 8 ur teme. Povpre¢na temperatura prostora je bila 20°C. Vsak dan smo
Cebulicam zamenjali celotno koli¢ino izcedne vode, tako da je bil koreninski del ¢ebulic
ves Cas izpostavljen izcednim vodam 0z. pitni vodi (v kontroli). VVzorce izcednih vod smo
hranili v hladilniku. Vsak dan smo vzorce izcednih vod vzeli iz hladilnika vsaj 3 ure pred
zamenjavo zato, da se je voda ogrela na temperaturo prostora, se pravi na 20°C.

Koreninice ¢ebulic smo za nadaljnje analize odvzeli (porezali) po Stirih in sedmih dnevih.

Slika 8: Izpostavljene ¢ebulice (Avtor: Felicita Urzi).
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2.3 Merjenje prirasta korenin

Pri zaklju¢ni nalogi smo izmerili povpreéni dolzinski prirast koreninic. Po Stirih dneh
izpostavitve koreninskega dela Cebulic v vzorcih izcednih vod ter pitne vode, smo
¢ebulicam zmerili dolzino koreninic. Z geometrijskim trikotnikom smo izmerili najdaljsSo
ter najkrajSo koreninico. Pri tem smo si pomagali s stekelcem pod katerim smo imeli
temno podlago za lazje ter ¢im bolj natanéno merjenje dolzin koreninic.

Povprecni prirastek koreninic smo izracunali po formuli:
d = |dmax — dmin|

d= povpredni prirastek

dmax= dolZina najdaljSe koreninice

dmin= dolZina najkrajSe koreninice

2.4 Fiksiranje ter priprava meckancev

Vzorcenje in fiksiranje je potekalo dvakrat, in sicer po Cetrtem dnevu (96 ur) ter po
sedmem dnevu (168 ur) izpostavitve $alotk. Cebulicam $alotke smo pri vsaki ponovitvi
vsakega vzorca postrigli po pet zdravih, nepoSkodovanih koreninic. Za vsak vzorec
izcedne vode smo izdelali pet preparatov iz petih razli¢nih koreninic.

Koreninice smo dali v epruvetke ter jih fiksirali v fiksirni raztopini, mesanici 70 % etanola
(C2Hs0OH) in ocetne kisline (CH3COOH) (Fluka) v razmerju 3:1. Fiksirane koreninice v
epruvetkah smo pokrili s parafilmom ter jih nato shranili v zamrzovalniku (-18 C).

Koreninico posameznega vzorca smo sprali z deionizirano vodo in jo dali v novo
epruvetko v katero smo dodali meSanico ocetne kisline (CH3COOH) in klorovodikove
kisline (LM HCI). Pred izdelavo preparatov smo koreninske vrSicke hidrolizirali z 2 ml
hidrolizne raztopine (45 % CH3;COOH in 1M HCI (9:1)). Vse skupaj smo segreli za 5
minut pri 50 C in s tem koreninice fiksirali in macerirali.

Koreninico smo nato dali na objektno stekelce ter ji pod lupo (Leica EZ4) z britvico in s
pomoc¢jo pincete odstranili koreninsko ¢epico in odrezali 2 mm koncnega (apikalnega)
dela. Nato smo kon¢ni del koreninice prerezali Se medialno vzdolzno (longitudialno). Ko
smo koncali z rezanjem, sSmo koreninske vrsicke obarvali z acetokarminom. Barvanje je
trajalo 10 minut. Pred pripravo meckancev smo na objektno stekelce kapnili nekaj kapljic
45 % ocetne Kisline, nanj polozili razrezane in obarvane koreninske vrSicke in jih nato
prekrili s krovnim stekelcem. Cezenj smo nato dali papirnato brisado, narahlo pritisnili s
palcem, da smo koreninico zmeckali, ter hkrati popivnali odveéno ocetno kislino.
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Pri tem smo pazili, da nismo premaknili krovnega stekelca. Na koncu smo Se previdno, da
ne bi polomili krovnega stekelca, potolkli s svinénikom, da smo odstranili nastale zra¢ne
mehurcke. Preparat smo na koncu fiksirali s prozornim lakom za nohte z namenom, da bo
ostal ¢im dlje uporaben. Preparate smo do mikroskopske analize hranili v hladilniku (8 C).

2.5Analiza vzorcev

Analize vzorcev smo opravili v Studentski laboratorijski vajalnici z uporabo mikroskopa
Leica DM 500, na katerem je bila nameS$¢ena kamera Infinity 1 in z racunalniskim
programom Infinity analyze, Lumenera 6.3.

2.5.1 Mitotski indeks

Mitotski indeks (M) je delez delecih se celic v mitozi. MI smo dolo¢ili glede na frekvenco
posameznih faz mitoze za vsako vzor¢no mesto v petih preparatih s 1000 pregledanimi
celicami na preparat ali manj pri vzorcih z manjsim Stevilom celic.

Mitotski indeks smo izrac¢unali po formuli (Tedesco in Laughinghouse, 2012):
Y3(Pph + Mph + Aph + Tph)

MI[%] = 5

Pph= frekvenca profaz

Mph= frekvenca metafaz

Aph= frekvenca anafaz

Tph= frekvenca telofaz

D= vsota vseh opazovanih celic
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2.5.2 Aberacijski indeks

Aberacijski indeks (Al) je delez poskodovanih kromosomov (kromosomskih aberacij) v
delecih se celicah. Vrednost Al smo dolocili v petih preparatih vsakega vzorca, in sicer
glede na frekvenco metafaznih in anafaznih celic, kjer so se pojavljale poSkodbe
kromosomov. Pregledali smo skupno 100 anafaz in metafaz na preparat. Celice v metafazi
in anafazi smo razdelili v naslednje kategorije (opisi posameznih faz so podani v uvodnem
poglavju):

e normalne metafaze

e normalne anafaze

e mosticki v anafazi in metafazi

e fragmenti v anafazi in metafazi

e zaostali kromosomi v anafazi in metafazi

e izgubljeni kromosomi v anafazi in metafazi

e C-mitoza

e zlepljenja v anafazi in metafazi

Delez vseh celic s poSkodovanimi kromosomi smo izracunali po naslednji formuli:

YSM+F+ZA+ZG+CM+Z) 100%
X3 (Mph + Aph)

Al[%] =

Mph= frekvenca metafaz

Aph= frekvenca anafaz

M= frekvenca mostiCkov

F= frekvenca fragmentov

ZA= frekvenca zaostalih kromosomov
ZG= frekvenca izgubljenih kromosomov
CM= frekvenca c-mitoz

Z= frekvenca zlepljenih kromosomov
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3 REZULTATI Z DISKUSIJO

3.1 pH vrednosti

Preglednica 2: Rezultati meritev pH vrednosti v vzorcih izcednih vod, ki smo jih uporabili za izpostavitev
Salotke.

Stevilka vzorca Vzorec  pH

1 K ni bilo merjeno
2 BPG 7,41

3 SDB 7,24

4 SD1J 7,22

5 TUNEL 7,51

6 TODRAZ 7,82

7 ZDZz 7,33

Iz preglednice pH vrednosti je razvidno, da so vrednosti v okviru normalnih vrednosti,
nekoliko je povecan le pH v vzorcu Todraz. Zaradi zgolj enkratne meritve ne moremo

govoriti 0 povecanju.
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3.2 Dolzinski prirast koreninic

Preglednica 3: Izra¢unana povpre¢ja rasti koreninic Salotke.

Stevilka Zaporedna Stevilka Standardna
vzorca Vzorec merilnega valja Povpredje deviacija
1 2 3 4 5

1 K 4,8 51 5,2 4,6 5,4 5,02 +0,32

2 BPG 3,8 4,2 4,7 3,6 4,9 4,24 + 0,56

3 SDB 4 3,7 2,6 2,4 3,2 3,18 +0,69

4 SDIJ 4,5 3,8 5 4,4 3,9 4,32 + 0,49

5 TUNEL 3,6 3,6 4,8 3,7 4,5 4,04 + 0,57

6 TODRAZ 5 4,4 5,4 4 3,6 4,48 +0,73

7 ZDZ 4,4 4,8 6,1 3,8 4,9 4,8 +0,85

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaZa Borst, SDIJ-skupna drenaZa odlagalis¢a hidrometalur§ke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZa zahod.

Preglednica 3 prikazuje povprecje prirasta pri posameznih ponovitvah vsakega vzorca.
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Koreninice Salotke smo izmerili po 96 urah rasti v Sestih vzorcih izcednih vod z obmocja
odlagalis¢a hidrometalurske jalovine BorSt ter enemu vzorcu pitne vode (kontrola).
Izmerili smo najdaljSo in najkrajSo koreninico pri vseh petih ponovitvah vsakega vzorca ter
izraCunali njihov dolZinski prirast. Po 168 urah rasti in izpostavitve ¢ebulic v vzorcih vod
merjenja nismo mogli ponovili, ker smo najdaljSe in najkrajSe koreninice porezali po 96
urah.

Ugotovili smo, da imajo ¢ebulice, ki so bile izpostavljene pitni vodi, najvecji dolzinski
prirast koreninic (5,7 cm). V vzorcih izcednih vod smo zabeleZili najve¢ji dolzinski prirast
¢ebulicam vzorca izcedne vode ZDZ (6,8 cm), najmanjSega pa ¢ebulicam v vzorcu izcedne
vode SDB (2,9 cm). V primerjavi s kontrolnim vzorcem so imele ¢ebulice, izpostavljene
izcednim vodam manjSi dolZinski prirast.
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Slika 9: Povpreéni dolzinski prirastki koreninic v vzorcih izcednih voda ter pitni vodi (K).

Iz slike 9 je razvidno, da dolzinski prirast koreninic ne kaze linearnega trenda upadanja s
povisevanjem koncentracije urana. Dolzinski prirast je bil v vzorcu ZDZ (95,62 %) vedji
kakor v vzorcu TUNEL (80,48 %), kljub temu, da vzorec izcedne vode ZDZ vsebuje vec¢jo
koncentracijo urana (290 ug/L) kakor vzorec TUNEL (1,20 ug/L). Ugotovitve nakazujejo,
da dolzinski prirast koreninic ni dober pokazatelj toksi¢nega vpliva urana (U).

Zaradi tega sklepamo, da dolZinski prirast koreninic ni dober pokazatelj toksi¢nega
vpliva ob prisotnosti urana. Na podlagi teh ugotovitev prve hipoteze ne moremo
potrditi v celoti, saj ze nizja koncentracija urana v vzorcu izcedne vode povzrodi
manjsi prirast Koreninic ¢ebulic Salotke.



Zun E., Allium test na izcednih vodah odlagalis¢a hidrometalurske jalovine Borst
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2014 25

3.3 Mitotski indeks

Preglednica 4: Izra¢unane povpreéne vrednosti mitotskih indeksov za posamezen vzorec po 96 urah.

5 Stand. Stand.
Stevilka vzorca Vzorec  MI (%) deviacija napaka
1 K 5,98 +0,85 +0,43
2 BPG 4,75 +1,71 + 0,86
3 SDB 4,95 +0,77 + 0,38
4 SDI 4 +0,34 +0,17
5 TUNEL 2,93 + 1,64 +0,82
6 TODRAZ 26 +1,56 +0,78
7 ZDZ 3,29 + 0,99 +0,49

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalursSke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaza zahod.

Preglednica 5: Izra¢unane povpreéne vrednosti mitotskih indeksov za posamezen vzorec po 168 urah.

5 Stand. Stand.
Stevilka vzorca Vzorec  MI (%) deviacija napaka
1 K 4,12 +1,27 + 0,63
2 BPG 1,73 +1,32 *+ 0,66
3 SDB 4,92 + 0,70 +0,35
4 SDIJ 3,86 +0,63 +0,32
5 TUNEL 1,29 + 2,59 +1,29
6 TODRAZ 1,89 +2,59 +1,29
7 ZDZ 2,31 +1,79 +0,89

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalurSke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZza zahod.

*rezultate sedmega dne smo uporabili kot primerjavo citogenetskim raziskavam — Allium testa, ki ga je
ERICo d.0.0. zvedel leta 2008 na obmoé&ju Rudnika Zirovski Vrh in jih v diskusiji nismo natanéneje
interpretirali.

Preglednici 4 in 5 prikazujeta izraCunane povpreéne vrednosti mitotskih indeksov za
posamezen vzorec.
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Za izracun mitotskega indeksa, smo presteli 5000 celic v vsakem izpostavljenem vzorcu in
sicer 1000 celic na en pregledan preparat. Izmed vseh celicnih faz smo imeli najvec
prestetih interfaz. V koreninicah cebulic, ki so bile izpostavljene 96 ur, so se vse celice
aktivno delile. Pri koreninicah cebulic, ki so bile izpostavljene 168 ur, v nekaterih
ponovitvah vzorcev nismo zabeleZili niti ene aktivno delece celice.

Najvecji mitotski indeks po 96 urah so imele ¢ebulice v vzorcu kontrole (5,98 %), najvecji
mitotski indeks od vzorcev izcednih voda pa je imel vzorec SDB (4,95 %). Najmanijsi
mitotski indeks smo zabelezili pri debulicah v vzorcu TODRAZ (2,60 %).

Pri ¢ebulicah, ki so bile izpostavljene 168 ur je imel najvecji mitotski indeks vzorec SDB
(4,92 %) in najmanjsi mitotski indeks vzorec BPG (1,30 %).
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Slika 10: Primerjava mitotskega indeksa med dnevom 4 in dnevom 7.

Z dobljenimi mitotskimi indeksi po 96 in 168 urah ne moremo trditi, da izcedne vode z
razlicnimi koncentracijami urana, ne vplivajo na Stevilo aktivno se delecih celic. Povecane
vrednosti toksi¢nih snovi naj bi vplivale na zmanjsanje Stevila delecih se celic in s tem na
zmanjSanje mitotskega indeksa. IzraGunan mitotski indeks,v naSih vzorcih ne nakazuje
trenda, da ima vzorec z vec¢jo koncentracijo urana posledi¢no manjsi mitotski indeks. To je
razvidno iz slike 10, saj ima vzorec SDB najvecji mitotski indeks med vsemi vzorci
izcednih voda, kljub temu da vsebuje najvecjo koncentracijo urana.

S tem smo ovrgli naSo drugo hipotezo, v kateri smo predpostavili, da vedja
koncentracija urana vpliva na manjSanje mitotskega indeksa, saj imajo ze manjse
koncentracije urana negativen vpliv na mitotski indeks.
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3.4 Aberacijski indeks

Preglednica 6: Izratunane povpreéne vrednosti aberacijskih indeksov za posamezen vzorec po 96 urah.

St. Stand. Stand.

Vzorca Vzorec Al (%) Deviacija Napaka
1K 1,98 +0,98 + 0,44
2 BPG 957 1,71 +0,77
3 SDB 13,65 +3,18 +1,42
4 SDIJ 10,5 +2,02 +1,55
5 TUNEL 11,13 +1,06 +1,01
6 TODRAZ 6,9 +1,58 +0,53
7 ZDZ 7,38 +4,15 +0,79

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalisca
hidrometalurSke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZza zahod.

Preglednica 7: Izraéunane povpreéne vrednosti aberacijskih indeksov za posamezen vzorec po 168 urah.

St. Stand. Stand.

Vzorca Vzorec Al (%) Deviacija Napaka
1K 1,8 +0,84 +0,37
2 BPG 11,63 £6,50 + 3,75
3 SDB 14 + 8,66 + 3,87
4 SDIJ 96 £1,7 +0,85
5 TUNEL 12 +0,00 + 0,00
6 TODRAZ 8,3 +2,40 +1.69
7 ZDZ 12,62 +6,65 + 3,32

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalisca
hidrometalurSke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaza zahod.

* rezultate sedmega dne smo uporabili kot primerjavo citogenetskim raziskavam — Allium testa, ki ga je
ERICo d.0.0. zvedel leta 2008 na obmod&ju Rudnika Zirovski Vrh in jih v diskusiji nismo natan¢neje
interpretirali.

Pri analizi kromosomskih aberacij smo opazovali naslednje kromosomske aberacije:
mostic¢ke, fragmente, zaostale kromosome, izgubljene kromosome, C-mitozo ter zlepljenja.
Preglednici 6 in 7 prikazujeta izraCunane povprecne vrednosti aberacijskih indeksov za
posamezen vzorec.
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Preglednica 8: Rezultati dolzinskih prirastov koreninic, mitotskih in aberacijskih indeksov ter delezi kromosomskih aberacij ¢ebulic, ki so bile izpostavljene 96 ur.

VZOREC U(ug/L) PK(%) DK(cm) MI(%) Al(%) MO(%) FR(%) ZA%) ZG(%) CM((%) ZL(%)

K 0,00 100,00 5,02 5,98 1,98 0,59 0,00 0,79 0,59 0,00 0,00
BPG 24,10 84,00 4,24 4,75 9,57 1,36 1,14 1,14 2,95 1,14 1,59
SDB 3658,00 63,00 3,18 4,95 13,65 2,26 1,32 1,51 3,20 3,58 1,69
SDIJ 1045,00 86,00 4,32 4,00 10,50 1,50 2,00 2,50 1,75 0,50 2,25

TUNEL 1,20 80,00 4,04 2,93 11,13 0,23 2,29 2,52 3,89 1,14 0,92
TODRAZ 0,30 89,00 4,48 2,60 6,90 0,19 0,78 1,57 3,33 0,78 0,39
ZDZ 290,00 95,00 4,80 3,30 7,35 0,86 0,64 1,71 2,36 0,86 1,07

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza Borst, SDIJ-skupna drenaza odlagali$¢a hidrometalur$ke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZa zahod.

Preglednica 9: Rezultati dolZinskih prirastov koreninic, mitotskih in aberacijskih indeksov ter deleZi kromosomskih aberacij ¢ebulic, ki so bile izpostavljene 168 ur.

VZOREC U(ug/L) PK(%) DK(cm) MI(%) Al(%) MO(%) FR(%) ZA(%) ZG(%) CM(%) ZL(%)

K 0,00 100,00 5,02 4,12 1,80 0,00 0,00 0,60 0,80 0,20 0,20
BPG 24,10 84,00 4,24 1,73 11,63 0,00 3,24 2,70 2,70 0,00 0,00
SDB 3658,00 63,00 3,18 4,92 14,00 0,75 1,00 3,50 3,25 1,25 1,50
SDIJ 1045,00 86,00 4,32 3,86 9,61 0,99 1,72 1,97 2,71 0,25 1,97
TUNEL 1,20 80,00 4,04 1,30 12,00 1,50 1,00 0,00 6,00 0,50 3,00
TODRAZ 0,30 89,00 4,48 1,90 8,30 2,91 0,49 1,94 0,97 0,00 1,94
ZDZ 290,00 95,00 4,80 2,31 12,62 1,07 0,71 2,86 2,86 0,71 0,43

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza Borst, SDI1J-skupna drenaza odlagali§¢a hidrometalurSke jalovine Bor$t, ZDZ-zaledna drenaza zahod.

* rezultate sedmega dne smo uporabili kot primerjavo citogenetskim raziskavam — Allium testa, ki ga je ERICo d.0.0. zvedel leta 2008 na obmog&ju Rudnika Zirovski Vrh
in jih v diskusiji nismo natancneje interpretirali
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Za izracun aberacijskega indeksa smo pregledali 500 metafaznih in anafaznih celic vsake
izpostavitve in sicer 100 metafaz in anafaz na en pregledan preparat (ena koreninica). Al
smo izracunali za vsako koreninico posebej, kot rezultat smo podali povprecno vrednost
podatkov petih preparatov (pet koreninic).

V preparatih, ki smo jih naredili iz ¢ebulic, izpostavljenih 96 ur, nam je uspelo v vseh
vzorcih pregledati 500 metafaz in anafaz, medtem, ko nam pri Cebulicah, ki so bile
izpostavljene 168 ur, to ni uspelo povsod zaradi majhnega deleza aktivno delecih se celic.

16,00

14,00

12,00

10,00 / \
8,00

Kromosomske aberacije [%0]

/ N ——CA 4 (96 ur)
6,00 —8—CA 7 (168 ur)
4,00
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0,00 0,30 1,20 24,10 290,00 1045,00 3658,00
Koncentracija urana [ug / L]

Slika 11: Primerjava aberacijskega indeksa med dnevom 4 in dnevom 7.

Za vsak vzorec posebej smo izracunali aberacijski indeks, lo¢eno po samem casu
izpostavitve. Pri ¢ebulicah, ki so bile izpostavljene 96 ur je imel najvecji aberacijski indeks
vzorec SDB (13,65 %), kateri je vseboval najvec¢jo koncentracijo urana, najmajSega pa
kontrolni vzorec (1,98 %). Pri cebulicah, ki so bile izpostavljene 168 ur je imel prav tako
najvecji aberacijski indeks vzorec SDB (14,00 %), najmanjSega pa kontrolni vzorec (1,80
%).

Pri najmanj3i koncentraciji urana (0.3 pg/l) v vzorcu izcedne vode TODRAZ opazimo
znatno povecan Al (6.9 %) v primerjavi s kontrolo (1.98 %). Z nara$¢anjem koncentracije
v ostalih vzorcih TUNEL (1,2 pg/l), BPG (24,1 pg/l), ZDZ (290 ug/l), SDI1J (1045 pg/l) in
SDB (3658 pg/l), aberacijski indeksi le malo naras¢ajo TUNEL (11,3 %), BPG (9,57 %),
ZDZ (7,35 %), SDIJ (10,5 %) in SDB (13,65 %). To kaze na to, da Ze zelo majhne
koncentracije urana imajo vpliv na aberacijski indeks, nadaljnje povecanje koncentracije
pa dodatnega negativnega vpliva nima.
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TUNEL je imel majhen mitotski indeks in velik aberacijski indeks kljub majhnim
koncentracijam urana, kar nakazuje na morebitni vpliv drugih dejavnikov, kateri nam niso
poznani.

Aberacijski indeksi, ki smo jih dobili po analizi ¢ebulic, ki so bile izpostavljene 168 ur, so
v vseh vzorcih izcednih voda veliki, ne glede na samo koncentracijo urana v vzorcih. Na to
vpliva tudi manjSe Stevilo prestetih metafaz in anafaz, saj smo v nekaterih vzorcih lahko
presteli samo 200 metafaz in anafaz in da je bilo samo Stevilo aberantnih metafaz in anafaz
Se majSe. Zato dobljenih rezultatov po 168 urah izpostavitve, nismo upoSstevali v nadaljnjih
analizah.

Na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili smo potrdili tretjo hipotezo: Prisotnost urana
v vzorcih izcednih vod vpliva na vedji aberacijski indeks.

3.5 Kromosomske aberacije
Pred pregledom preparatov smo doloc¢ili katere kromosomske aberacije bomo iskali

oziroma jih opazovali. Belezili smo naslednje kromosomske aberacije: mosticki, fragmenti,
zaostali kromosomi, izgubljeni kromosomi, C — mitoza ter zlepljenja.
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Slika 12: Delez kromosomskih aberacij, ki smo jih zabeleZili v vzorcu BPG.

Iz slike 12 so razvidni delezi kromosomskih aberacij, ki smo jih zabeleZili v vzorcu BPG.
Po analizi aberacij smo ugotovili, da je najvecji delez izgubljenih kromosomov (2,95 %),
delezi ostalih aberacij so bili: mosticki (1,36 %), fragmenti (1,14 %), zaostali kromosomi
(1,14 %), c—mitoza (1,14 %), zlepljenja (1,59 %).
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Slika 13: Delez kromosomskih aberacij, ki smo jih zabeleZili v vzorcu SDB.

Iz slike 13 je razvidno, katere kromosomske aberacije smo zabeleZili v vzorcu SDB; v tem
vzorcu so prevladovale c-mitoze z najve¢jim delezem (3,58 %), prav tako pa smo nasli tudi
veliko izgubljenih kromosomov (3,20 %). Najmanj pa je bilo zaostalih kromosomov (1,51
%). Delezi ostalih aberacij pa so bili: mosti¢ki (2,26 %), fragmenti (1,32 %), zlepljenja

(1,69 %).
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Slika 14: Delez kromosomskih aberacij, ki smo jih zabelezili v vzorcu SDIJ.

V SDI smo imeli najve¢ zabelezenih zaostalih kromosomov (2,50 %) ter zlepljenj (2,25
%). NajmanjSi deleZz smo zabeleZili pri c-mitozah (0,50 %). DeleZi ostalih aberacij so bili:

mosticki (1,50 %), fragmenti (2,00 %), izgubljeni kromosomi (1,75 %).
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Slika 15: DeleZ kromosomskih aberacij, ki smo jih zabeleZili v vzorcu TODRAZ.

Kromosomske aberacije [%0]

V vzorcu Todraz, smo zabeleZili najve¢ izgubljenih kromosomov (3,33 %), najmanj pa
mostickov (0,19 %). Delezi ostalih aberacij so bili: fragmenti (0,78 %), zaostali kromosomi
(1,57 %), c-mitoza (0,78 %), zlepljenja (0,39 %).
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Slika 16: Delez kromosomskih aberacij, ki smo jih zabelezili v vzorcu TUNEL.

Prav tako kot v vzorcu TODRAZ, je imel tudi vzorec TUNEL najvegji delez izgubljenih
kromosomov (3,89 %), najmanj pa je bilo mostickov (0,23 %). Delezi ostalih aberacij so
bili: fragmenti (2,29 %), zaostali kromosomi (2,52 %), c—mitoza (1,14 %, zlepljenja (0,92
%).
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Slika 17: Delez kromosomskih aberacij, ki smo jih zabelezili v vzorcu ZDZ.

Tudi v vzorcu ZDZ smo zabeleZili najve¢ izgubljenih kromosomov (2,36 %). Najman;jsi
delez smo zabeleZili pri fragmentih (0,64 %) prav tako so imeli majhen deleZz mosticki
(0,86 %) in c-mitoza (0,86 %). Delezi ostalih aberacij so bili: zaostali kromosomi (1,71 %),
zlepljenja (1,07%).
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Slika 18: Delez vseh kromosomskih aberacij, ki smo jih zabeleZili v posameznih vzorcih.

Slika 18 prikazuje delez vseh kromosomskih aberacij, ki smo jih nasli v izcednih vodah z
obmodcja odlagalis¢a hidrometalurS8ke jalovine Borst. Iz slike je razvidno, da izgubljeni
kromosomi prevladujejo v vseh vzorcih, edino v SDIJ ne (tu prevladujejo zaostali
kromosomi). Sami delezi aberacij variirajo, saj se njihovi delezi spreminjajo od enega
(Voo (o Wo [0 o [ 11 o [-T - SR SSRTRPS
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Po analizi kromosomih aberacij smo ugotovili, da vec¢ja koncentracija urana nima velikega
vpliva na povecanje Stevil¢nosti klastogenih (strukturnih) kromosomskih aberacij; le-te so
posledica radioaktivne snovi, saj je delez fragmentov v vseh vzorcih izcednih vod majhen.

Po pregledu aneugenih (sprememba v Stevilu kromosomov) kromosomskih aberacij smo
ugotovili, da je v vseh vzorcih izcednih vod velik delez izgubljenih kromosomov BPG
(2,95 %), SDB (3,20 %), SDIJ (1,75 %), TUNEL (3,89 %), TODRAZ (3,33 %), ZDZ (2,36
%). Ugotovili smo tudi, da so delezi vseh ostalih aneugenih kromosomskih aberacij v vseh
vzorcih izcednih vod majhni.

Ugotovili smo, da se s povecevanjem koncentracije urana delez zlepljenj (aneugena
kromosomska aberacija) in mostickov (klastogene kromosomske aberacije) poveca v
primerjavi z ostalimi aberacijami, delez izgubljenih kromosomov pa se zmanjSa. VVzorec
SDB, ki vsebuje najvecjo koncentracijo urana, ima tudi najvecji delez mosti¢kov (2,26 %)
in velik delez zlepljenj (1,69 %). Prav tako velik delez mostickov (1,50 %) in najvecji
delez zlepljenj (2,25 %) vsebuje vzorec SDIJ.

3.5.1 Mosti¢ki

Mosticke smo opazili v vseh izpostavitvah vzorcev. Najve¢ smo jih zabelezili v vzorcu
SDB (2,26 %).

-

Slika 19: Mosti¢ek v anafazi, vzorec SDB, 1000x pove¢ava (Avtor: Eva Zun).
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3.5.2 Fragmenti

Fragmente smo zabelezili v vseh vzorcih izcednih vod, nismo pa jih opazili v kontrolnem
vzorcu. Najvecji deleZ fragmentov je imel vzorec TUNEL (2,29 %).

Slika 20: Fragment v anafazi, vzorec TUNEL, 400x pove&ava (Avtor: Eva Zun).

3.5.3 Zaostali kromosomi

Zaostale kromosome smo zabelezili v vseh vzorcih vod. Najvecji deleZz smo zabelezili v
vzorcu TUNEL (2,50 %).

Slika 21: Zaostali kromosomi v anafazi, 400x pove&ava (Avtor: Eva Zun).
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3.5.4 lzgubljeni kromosomi

DeleZ izgubljenih kromosomov je bil v vseh vzorcih dokaj velik, najvecji je bil v vzorcu
TUNEL (3,89 %)

Slika 22: Izgubljeni kromosom v anafazi, 400x povedava (Avtor: Eva Zun).

3.5.,5 C-mitoza

C-mitozo smo zabelezili v vseh vzorcih izcednih voda, ne pa tudi v kontrolnem vzorcu.
Najvecji delez je bil v vzorcu SDB (3,58 %).

Slika 23: C-mitoza, 400x pove&ava (Avtor: Eva Zun).
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3.5.6 Zlepljenja

Zlepljenja smo zabelezili v vseh vzorcih izcednih voda, ne pa tudi v kontrolnem vzorcu.
Najvecji delez zlepljenj je bilo v vzorcu SDIJ (2,25 %).

Slika 24: Zlepljena metafaza, 400x poveava (Avtor: Eva Zun).

Iz dobljenih deleZzev posameznih kromosomskih aberacij lahko sklepamo, da vecja
koncentracija urana najbolj vpliva na pojav zlepljenj in mosti¢kov. Medtem pa za ostale
kromosomske aberacije ne moremo zakljuciti, da razlicne koncentracije urana vplivajo na
njihovo pojavljanje ali Stevilcnost — Ze zelo majhne koncentracije imajo vpliv, nadaljnje
povecanje pa ne kaze vpliva

Iz dobljenih rezultatov lahko delno potrdimo ¢&etrto hipotezo: Dolocene vrste
kromosomskih aberacij so dobri pokazatelji prisotnosti urana.
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4 ZAKLJUCEK

Za izvedbo Allium testa smo izpostavili 42 cebulic Allium cepa L. v Sestih razli¢nih
vzorcih izcednih vod iz obmocja odlagalis¢a Borst (BPG, ZDZ, SDB, SDIJ, TUNEL,
TODRAZ) in enemu vzorcu pitne vode, ki nam je sluZil kot kontrola.

Za analizo vzorcev smo pripravili 35 preparatov iz sedmih vzorcev. Za vsak vzorec smo
opravili pet ponovitev.

Po pregledu dolzinskega prirasta koreninic smo ugotovili, da imajo ¢ebulice, ki so bile
izpostavljene v pitni vodi najdaljSe koreninice, najmanjSi dolZinski prirast pa smo
zabeleZili pri vzorcu SDB.

Za izraCun mitotskega indeksa smo presteli 5000 celic pri vsakem vzorcu, 1000 celic na
preparat. Najve¢ji mitotski indeks smo zabelezili v vzorcu kontrole, od vzorcev izcednih
vod, pa je imel najvedji mitotski indeks vzorec SDB, najmanjsega pa vzorec TODRAZ.
Ugotovili smo, da na mitotski indeks vpliva ze zelo majhna koncentracija urana v izcednih
vodah, nato se vpliv z ve¢anjem koncentracije bistveno ne spreminja vec.

Z namenom dolocitve aberacijskega indeksa smo presteli in pregledali 500 metafaz in
anafaz v vsaki izpostavitvi, in sicer 100 metafaz in anafaz na en pregledan preparat.
Najvecji aberacijski indeks smo izracunali pri vzorcu SDB, najmanjSega pri kontrolnem
vzorcu.

Najvedji delez kromosomskih aberacij smo zabelezili v vzorcu SDB. Ugotovili smo, da na
kromosomske aberacije vpliva Ze zelo majhna koncentracija urana v izcednih vodah, nato
se vpliv z veCanjem koncentracije bistveno ne spreminja vec.

Po pregledu metafaz in anafaz smo opazovali naslednje kromosomske aberacije: mosticke,
fragmente, zaostale kromosome, izgubljene kromosome, C-mitoze, zlepljenja. Po analizi
metafaz in anafaz smo ugotovili, da so v vzorcih z ve¢jimi koncentracijami urana pogoste
naslednje aberacije: zlepljenja in mostic¢ki.

Zakljudili smo, da Allium test ni najbolj primerna metoda za ugotavljanje vpliva
urana na mitotske indekse, aberacijske indekse ter kromosomske aberacije v vodi.
Predlagali bi, da se na tem obmocju naredijo raziskave vpliva urana na mitotske
indekse, aberacijske indekse ter kromosomske aberacije v prsti oziroma tleh, kjer je
omogocen direktni privzem urana v koreninski del rastline.
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PRILOGE

PRILOGA A: DolzZine koreninic Salotke izmerjene v vsakem vzorcu po 96 urah.

Stevilka
vzorca Vzorec Koreninica Zaporedna Stevilka merilnega valja (cm)
1 2 3 4 5
1 K max 5,4 54 57 5 57
min 0,6 0,3 0,5 0,4 0,3
2 BPG max 4,5 4,7 5,2 4,1 5,8
min 0,7 0,5 0,5 0,5 0,9
3 SDB max 4,6 4,2 2,9 3 3,8
min 0,6 0,5 0,3 0,6 0,6
4 SDIJ max 53 4,6 54 4,8 4,5
min 0,8 0,8 0,4 0,4 0,6
5 TUNEL  max 4,2 4,1 5,6 4,3 5
min 0,6 0,5 0,8 0,6 0,5
6 TODRAZ max 5,4 51 59 4,6 4,3
min 0,4 0,7 0,5 0,6 0,7
7 ZDZ max 4,8 55 6,8 4,3 54
min 0,4 0,7 0,7 0,5 0,5

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalurske jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZa zahod.
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PRILOGA B: Rezultati prestetih celic po 96 urah (4 dan), ki so bile preStete za
izra¢un mitotskega indeksa.

Stevilka vzorca Vzorec Interfaze Profaze Metafaze Anafaze Telofaze
1 K1 1014 35 15 4 20
K2 1049 26 12 7 13
K3 1056 39 14 14 8
K5 1100 34 17 3 7
2 BPG1 960 36 17 3 4
BPG2 990 43 14 6 6
BPG 3+4 1998 52 15 5 3
BPG5 1007 19 10 1 1
3 SDB1 946 30 8 5 12
SDB2 962 31 18 2 5
SDB 3+4 2145 70 14 15 12
SDB5 1069 19 12 2 10
4 SDH1 1010 25 7 7 4
SDN2 1003 23 5 1 8
SDI 3+4 2074 51 21 9 5
SDN5 958 25 10 2 7
5 TUNEL1 985 10 4 1 0
TUNEL2 971 17 3 4 5
TUNEL 3+4 1993 69 19 10 12
TUNELS 979 12 6 2 1
6 TODRAZL  gg4 2 10 4 0
TODRAZ2 086 9 5
TODRAZ 3+4 1992 46 21 11 19
TODRAZ5 974 16 4 1
7 ZDZ1 967 25 1 5 2
ZDZz2 972 12 6 7 3
ZDZ 3+4 1975 66 19 8 4
ZDZ5 976 14 6 1 3

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaZa BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalurske jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZa zahod.
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PRILOGA C: Rezultati prestetih celic po 168 urah (7 dan), ki so bile preStete za
izracun mitotskega indeksa

Stevilka vzorca Vzorec |Interfaze Profaze Metafaze Anafaze Telofaze

1 K1 967 22 5 5 1
K2 966 19 8 3 4

K3 990 30 18 0 7

K4 892 50 9 1 5

K5 962 16 16 3 3

2 BPG1 1000 0 0 0 0
BPG2 972 13 8 3 4

BPG3+4 1070 23 4 2 1

BPG5 986 6 3 4 1

3 SDB1 961 39 0 0 0
SDB2 949 22 14 8 7

SDB3 907 42 13 4 5

SDB4 1020 30 11 2 5

SDB5 948 22 19 6 5

4 SDH1 967 7 17 6 3
SDN2 953 33 4 8 2

SDH3 982 36 6 1 1

SD1J4 752 17 0 0 1

SDIJ5 960 18 12 5 5

5 TUNEL1 1000 0 0 0 0
TUNEL2 1000 0 0 0 0

TUNEL3 1003 47 10 6 1

TUNEL4 900 25 7 6 2

TUNELS 1000 0 0 0 0

6 TODRAZ1 1000 0 0 0 0
TODRAZ2 979 10 5 4 2
TODRAZ3 1000 0 0 0 0
TODRAZ4 1085 31 13 7 12
TODRAZ5 1000 0 0 0 0

7 ZDZ1 982 5 2 7 4
ZDZ2 998 2 0 0 0

ZDZ3 965 12 9 3 3

ZDZz4 1000 0 0 0 0

ZDZ5 955 26 11 7 1

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaZa BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalurSke jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZza zahod.

*rezultate sedmega dne smo uporabili kot primerjavo citogenetskim raziskavam — Allium testa, ki ga je
ERICo d.0.0. zvedel leta 2008 na obmoéju Rudnika Zirovski Vrh in jih v diskusiji nismo natan¢neje
interpretirali.
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PRILOGA D: Rezultati pregledanih metafaz in anafaz ter analiza kromosomskih
aberacij po 96 urah.

ST.
VZORCA VZOREC METAFAZA ANAFAZA MO FR ZA 1ZG CM ZL
1 K1 70 30 1
K2 73 27 1 1
K3 73 30 2 1
K4 73 28 1
K5 79 21 2 1
2 BPG1 75 24 3 1 1 3 1
BPG2 74 26 3 3 1
BPG3 60 30 1 5 2 2
BPG4 55 33 2 1 3 4
BPG5 39 4 1 2 2
3 SDB1 78 20 2 1 3 1 3
SDB2 75 16 1 2 3 4 7
SDB3 70 30 5 2 4 2 1
SDB4 67 36 4 1 4 2 3
4 SDB5 71 20 1 2 5 7 2
SDIJ1 78 17 1 3 3 2 1 4
SDIJ2 78 21 2 1 3 1
SDIJ3+4 72 19 2 2 1 4
SDIJ5 77 22 1 2 4 4 1
5 TUNEL1 27 9 4 1
TUNEL2 63 35 2 3 3 2
TUNEL3+4 120 56 1 6 12 1 4
TUNELS5 77 22 2 4 2 1
6 TODRAZ1 74 26 4 2
TODRAZ2 80 18 1 1 4 2
TODRAZ3+4 138 56 1 1 11 2 1
TODRAZ5 79 20 2 3 1
7 ZDz1 60 29 2 1 2 3
ZDZ2 67 32 4 1 1
ZDZ3+4 120 43 1 2 5 4 3
ZDZ5 70 29 1 2 2 1

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalis¢a
hidrometalurske jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaZa zahod.
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PRILOGA E: Rezultati pregledanih metafaz in anafaz ter analiza kromosomskih
aberacij po 168 urah.

ST.
VZORCA VZOREC METAFAZE ANAFAZE MO FR ZA 1ZG CM ZL
1 K1 80 20 1
K2 76 23 1 1
K3 70 30 2 1
K4 73 25 1
K5 75 25 2
2 BPG2 75 25 3 2 1
BPG3+4 12 1 3
BPGS5 52 17 3 3 1
3 SDB1 18 1 1 1 )
SDB2 75 25 1 2 4 1
SDB3 64 24 1 6 5
SDB4 50 17 8
SDB5 68 32 1 1 4 3
4 SDU1 76 24 1 2 2 3
SD1J2 71 27 1 1 3 2 2
SDIJ3+4 69 27 2 1 2 1 4
SDIJ5 76 22 3 3 4 2
) TUNELS 66 22 3 1 ) 3
TUNEL4 66 22 1 7 1 3
6 TODRAZ2 70 26 1 4 1 4
TODRAZ3+4 73 26 5 1 1
7 ZDZ1 70 30 2 1 9 2
ZDZ2 8 1 1
ZDZ3+4 46 17 3 2 3
ZDZ5 75 25 1 1 2 3

Opombe: K-kontrola, BPG-Borst glavni potok, SDB-skupna drenaza BorSt, SDIJ-skupna drenaza odlagalisca
hidrometalurske jalovine Borst, ZDZ-zaledna drenaza zahod.

*rezultate sedmega dne smo uporabili kot primerjavo citogenetskim raziskavam — Allium testa, ki ga je
ERICo d.0.0. zvedel leta 2008 na obmoé&ju Rudnika Zirovski Vrh in jih v diskusiji nismo natan¢neje
interpretirali.
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